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自 桑 兰 叶 甲 分 离 出 的 一 种 微 孢 子 虫 (Mic- 了 ) 的 研究 
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摘要 : 从 广州 郊区 有 罗 岗 的 桑 园 及 菜 地 捕捉 到 的 桑 兰 叶 甲 Mimastra cyanura Hope 成 虫 体 中 分 离 到 一 种 卵 圆 形 的 微 玖 子 虫 〈 人 简称 
Mic- | 2. TET A^ (3.35€ 0.460. x (1.96+0.17) umi 雹 子 具 单 核 、 双 核 两 种 类 型 ， 极 丝 10~ 11 A: 孢子 表面 抗原 的 
血 请 学 类 型 与 家 伪 做 粒子 虫 Nosema bombycis YT A [e]: ERE Bombyx mori 体内 以 两 种 不 同 的 生活 史 发 育 ， 发 育 过 程 符合 变 
态 抱 虫 属 Vairimorpha WUT ERAI. Mic- | WUT HON ZR LSU Ee OGPRLSUDUNRR Prodenia litura WNW Plutella xy- 
lostella 也 有 感染 能 

天 键 词 : 骏 兰 叶 甲 :家 信和 做 孢子 虫 ， 变态 抱 虫 属 

中 图 分 类 号 : Q959.115.92 ”文献 标识 码 : A 文章 编号 : 0454-6296 (2002) 02-0182-06 

A microsporidium (Mic-I) isolated from Mimastra cyanura Hope 

FANG Ding-Jian: YANG Qiong» ZOU Yu-Xiao» ZHENG Xiang-Ming: HUANG Bing-Hui CSericultural Research Insti- 
tute» Guangdong Academy of Agricultural Sciences: Guangzhou S510610, China) 

Abstract: A microsporidium (Mic- [ ) was isolated from Mimastra cyanura Hope caught from mulberry fields and vege- 
table plots in the suburban in Guangzhou. The spores were (3.35 + 0.46) x (1.96 € 0.172 um in size» oval in 
shape. It had two types of nucleus: mono- and bi-nucleus: and 10 ~ 11 polar filament coils. The serum type of Mic- [ 
was different from that of Nosema bombycis . It developed with two types of life cycles in larvae of the silkworm; Bombyx 
mori» had the developmental characteristics of the genus Vairimorpha and should be classified to Vairimorpha . It had 
very strong infectivity to Bombyx mori» and also had infectivity to Prodenia litura and Plutella xylostella . 
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微 人 季子 忠 是 专 性 寄生 的 单 细 胞 真 核 原 生动 物 。 
一 般 侵 故 一 种 或 同 科 的 数 种 昆虫 ， 但 亦 有 超 科 超 目 
感染 ， 故 目 然 界 昆虫 间 存 在 着 复杂 的 微 孢 子 虫 交叉 
感染 网 。 微 孢子 虫 对 各 种 昆虫 的 感染 能 力 有 着 明显 
的 差异 ， 有 的 不 能 感染 ， 有 的 只 具 食 下 感 病 能 
但 有 的 则 兼 上 其 食 下 传染 和 经 卵 胚 种 传染 的 能 力 。 近 
年 来 ， 各 国学 者 纷纷 开展 昆虫 微 孢 子 虫 的 研究 。 
Yokota 等 〈1997) MIER Pieris rapae FUR E| A R 
Hyphantria cunea 分 离 到 一 种 梅 氏 微粒 子 虫 Nosema 
mesnili» AA CHS A E EREA ARA 
等 《1992) 从 蓝 叶 甲 Phyllobrotica armte 分 离 到 一 种 
KEWAT E Nosema sp. IKE Bombyx mori AIE 
HUE MER, RRE IRA RAIE. JIK 
继 等 1995) 从 家 得体 中 分 离 到 一 种 只 寄生 于 家 得 
中 肠 上 皮 组 织 并 无 胚 种 传染 的 内 网 孢 忠 属 En- 


doreticulatus WATE. ENRE (1992) HERE 
ARMET ROHTISISL. BKF (199 FEM 
TORIBEREISLEUCSORUCUEXERE. AREARE 
$H E E&IR 3& IM FH Mimastra cyanura Hope 的 一 种 病 
Fn A fe T c OE TUSE RETE. 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

Ea [3 25 wp FR f fL P ER Mie- T F: 从 广州 郊 
区 罗 岗 桑 园 及 菜 地 捕 提 的 桑 兰 叶 甲 成 虫 体 中 分 离 ， 
纯化 后 备用 。 家 碍 微粒 子 虫 Nosema bombycis C FER 
为 Nb2 ATF: 广东 省 农业 科学 院 盔 业 研 究 所 碍 病 
室 继 代 保存 株 。 
1.2 方法 
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1.2.1 孢子 外 部 形态 观察 : 将 提纯 后 的 Mic- I 
子 置 光学 显微镜 观察 孢子 外 部 形态 ， 以 测 微 久 测量 
孢子 大 小 。 

1.2.2 ”孢子 表面 抗原 血清 学 类 型 的 比较 : 采用 至 
敏 胶 乳 玻 片 凝集 法 ， 以 抗 Nb IgG 致 敏 的 直径 0.81 
um 胶乳 粒子 为 检测 抗体 ， 以 提纯 后 的 Mic- I AT 
为 检测 抗原 ，N6 孢子 为 阳性 孢子 抗原 ， 检 测 时 抗 
体 抗原 各 取 一 滴 滴 于 干净 的 载 玻 片上 ， 搅 匀 后 盖 上 
盖 玻 片 ， 置 27% 10 min，600 倍 光 学 显微镜 下 观察 
孢子 与 胶乳 粒子 反应 情况 。 

1.2.3 ”孢子 超 微 结构 观察 : 将 纯化 的 孢子 包 埋 于 
防 脂 糖 中 ， 戊 二 醛 - 钱 酸 双 固 定 ， 按 常规 方法 超 薄 
切 ， 以 醋酸 铀 -柠檬 酸 铅 双重 电子 染色 后 ， 于 日 立 
EM-400 型 透射 电子 显微镜 下 观察 ， 显 微 摄 影 。 
1.2.4 ” 微 孢 子 忠 生活 史 的 观察 ，2 BERRE 10 
Fi/mL Mic- I EF, 6 h 后 第 1 次 取 后 部 中 肠 涂 片 ， 
以 后 每 天 涂 片 一 次 ， 至 新 孢子 形成 。 涂 片 用 甲醇 固 
定 后 ， 以 Giemsa 染色 ，600 倍 光 学 显微镜 下 观察 。 
1.2.5 Mic- 工 对 家 得 病 斩 性 调查 : AFER: 将 
Mic- I 孢子 作为 供 试 材料 ，Nb 孢子 为 对 照 。 以 10 
粒 /mL~ 10 粒 /mL 孢子 10 倍 系列 稀释 液 分 别 给 3 
龄 起 香 添 食 12 h， 然 后 正常 饲养 ，10 天 后 逐条 得 
镑 检 ， 调 查 感 染 头 数 。 按 Reed-Muench 法 统计 感染 
中 量 IC。。 

寄生 部 位 : 将 浓度 为 10 粒 /mL Mic- I TET 25 ? 
BERRA, ERRA 12 h。 分 别 于 接种 后 的 第 
s. 10 天 解剖 和 看 体 ， 取 各 种 组 织 以 无 菌 水 冲洗 数 
次 ， 涂 片 镜 检 有 无 孢子 ， 调 查 感 染 部 位 。 

胚 种 传染 : 4 BERRA 10 粒 /mL Mic- I JB 

子 ， 常 规 饲 养 ， 单 蛾 制 种 ， 将 镜 检 有 多 量 孢 子 母 峨 
所 产 的 卵 进 行 试验 。 催 青 ， 即 时 浸 酸 。 孵 化 后 每 卵 
圈 分 成 2 份 ， 分 别 在 蚁 重 和 3 龄 香 期 调查 。 检 查 时 
将 待 检 样 品 研磨 过 滤 ， 滤 液 离 心 后 镜 检 有 无 孢子 存 
在 ， 判 别 胚 种 传染 性 。 
1.2.6 Mic-I 对 几 种 昆虫 感染 能 力 调 查 :; 将 浓度 
为 10 粒 /mL Miec- 工 和 抱 子 分 别 添 食 家 得 、 和 斜纹 夜 蛾 
Prodenia litura». "| SW Plutella xylostella ~ FEJ TUR 
Laphygma exigua. 41 — Tt EE FL Geometridae E& EKI 3 
龄 幼虫 ， 接 种 后 第 10 天 逐条 上 虫 镜 检 ， 调 查 各 种 昆 
忠 感 染发 病情 况 。 


2 ”结果 


2.1 孢子 形态 大 小 


在 光学 显微镜 下 ，Mic- 工 孢 子 为 卵 圆 型 ， 长 轴 
与 Nb 孢子 相近 ， 短 轴 稍 罕 ， 抱 子 群体 大 小 形状 差 
异 不 明显 ， 新 鲜 抱 子 折光 性 强 《 表 1 和 图 版 [ :1， 
2)。Mic- 工 抱 子 经 得 体 多 次 继 代 后 ， 外 部 形态 无 明 
显 变化 。 


表 1 Mic- f& T E Nb 孢子 的 形态 大 小 
Table 1 The shape and size of spores of Mic- [ and Nb 


Mic- | TR T Nb 孢子 
Mic- | spores Nb spores 
形态 shape BR EÉ oval BE EÉ oval 
长 轴 length Cum? 3.35 + 0.46 3.45 0.15 
短 轴 width C pm) 1.96 + 0.17 2.25 x 0.15 
长 短 轴 比 length/width ph 1.53 
体积 volume Cum? ) 6.73 9.13 


孢子 体积 = n/6 x 长 轴 x HE (volume = 7/6 x length x width? ) 
2.2 Mic- 孢子 表面 抗原 的 血清 学 类 型 

在 光学 显微镜 下 ， 抗 Nb IgG 致 敏 的 胶乳 粒子 
与 Mic- 工 孢子 分 散 分 布 ， 无 凝集 现象 ， 而 胶乳 粒子 
与 NW 孢子 紧密 结合 ， 呈 强 凝 集 现 象 。 说 明 Mic- I 
与 Nb 了 丙种 孢子 表面 抗原 的 血清 学 类 型 是 不 同 的 
(KFR I: 324) 
2.3 孢子 的 超 微 结构 

Mic-I 孢子 具 单 核 、 双 核 二 种 类 型 ， 孢 壁 较 
W: 极 膜 层 由 二 部 分 形成 ， 前 部 由 致密 排列 的 膜 状 
物 围 成 一 封闭 锥 体 ， 后 部 由 玲 松 而 平整 的 薄片 膜 从 
成 ， 膜 间 层 次 分 明 ; 多 数 孢 子 的 极 丝 为 10 ~ 11 A; 
极 丝 倾斜 角 在 45°* 以 上 ; 后 极 泡 较 小 ， 多 为 近 球 形 ， 
有 时 也 可 见 后 极 泡 沿 壁 附着 1 ~2 个 小 泡 赛 (图 版 
[£585 £33 
2.4 Mic- [ RETRETE 

25'CAK fF FP. ZER P 10 粒 /mL Mic- 工 孢子 
H 6 h HIE "PUE e BEAR BRL 13) 208 Be JR R A BN f Fa 
mM CBIRRI[: Ds: 进入 裂 殖 体 分 裂 阶 段 以 后 ， 以 两 
种 不 同 的 生活 史 发 育 ， 称 工 、 开 型 。 

I 型 ， 裂 殖 体 以 二 分 裂 进行 增殖 ， 裂 殖 体 近 圆 
形 ， 具 双核 。 接 种 后 24 h 为 裂 殖 体 分 裂 的 第 1 个 
高 峰 (图 版 本 :2); 48 h 在 裂 殖 体 细胞 质 一 端 开 始 
出 现 染 不 上 色 的 高 折 曲 率 小 球 ， 形 成 双核 纺锤 形 产 
Mik (EARI: 3; 此 时 的 产 孢 体 一 分 为 二 ， 形 成 
2 个 双核 的 梨 形 短 极 丝 侈 子 CERRAR ID: 4); 48 ~72 
h 4i 1& ££ TR -Y-& ZFJE B — Ux s Xe V CER RR ID: 52; 
二 次 感染 体 侵 入 相 邻 细胞 后 形成 裂 殖 体 ，72 ~ 96 h 
裂 殖 体 大 量 增殖 ， 此 时 为 裂 殖 体 第 二 次 分 裂 高 峰 
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(图 版 IT: 6); 96-120 h 产 孢 体 大 量 形成 ， 产 孢 体 
按 二 分 裂 法 增殖 ， 形 成 2 个 双核 卵 圆 形 长 极 丝 孢 子 
(图版: D: 接种 后 6 天 在 宿主 中 肠 细 胞 的 细胞 
质 可 见 大 量 分 散 的 双核 卵 圆 形成 熟 孢 子 〈 图 版 [: 
8)。 这 种 发 育 类 型 符合 微粒 子 属 Nosema 的 特征 。 

DÆ: 24 h 可 见 形态 不 规则 的 大 型 双核 、 四 核 
RIE (KRI: 9，10); 48 ~ 72 h 四 核 裂 殖 体 进 
一 步 核 分 裂 ， 形 成 大 圆 型 细胞 质 着 色 深 的 八 核 裂 殖 
f& (ARI: 112; 72~9%6h 核 呈 桑 棋 形 的 近 圆 形 
双核 、 四 核 产 抱 体 开始 形成 《图 版 T: 125; 96 ~ 
120 h 四 核 、 八 核 产 孢 体 大 量 出 现 ， 八 核 产 孢 体 具 
典型 的 泛 孢 子 膜 (图 版 I[: 13. 14); 120 ~ 144 h 
可 见 八 核 产 孢 体 分 裂 形成 8 个 单 核 的 孢 母 细胞 〈 图 
版 IT: 1520s PA., WEA HIE EA E R A E 
AWT, 8 个 单 核 孢 子 聚 在 一 起 成 为 孢子 团 《 图 版 
I: 16)?。 这 种 发 育 类 型 符合 泰 罗 汉 抱 虫 属 Thelo- 
hania 的 特征 。 

25% 条 件 下 ，Mic- 工 微 孢 子 虫 完成 一 世代 需要 
的 时 间 为 5~6 天 。 

2.5 对 家 等 的 病原 性 

食 下 传染 ， 接种 后 第 10 天 ， 将 得 逐条 镜 检 ， 
调查 染病 得 数 。 按 Reed-muench 法 计算 出 Mic- 工 微 
孢子 虫 对 3 龄 起 得 的 感染 中 量 IC 为 1.48 x 10 X 
mL 孢子， 而 Nb 对 三 龄 起 得 的 IC。 为 7.94 x 10^ 粒 / 
mL 孢子。 说 明 Mic- I fA TEL. E08] ZEB EE P RR 
能 力 比 Nb Xb 98. 

寄生 部 位 ;接种 后 第 $ 天 ， 解 痢 重 体 各 种 组 织 
镜 检 ， 可 在 中 肠 、 马 氏 管 检 到 孢子 ; 接种 后 第 10 
天 镜 检 ， 在 中 肠 、 马 氏 管 、 脂 肪 体 、 气 管 从 、 血 细 
胞 等 组 织 均 检 到 大 量 孢 子 。 可 见 ，Mic- I WTE 
对 家 在 为 全 身 性 感染 。 

胚 种 传染 : 将 严重 感染 Mic- D 微 和 孢子 忠 的 家 盘 
母 蛾 所 产 的 10 个 卵 闭 各 分 为 2 份 ， 常 规 处 理 ， 分 
别 在 蚁 重 和 三 龄 和 三 期 调查 。 结 果 10 个 卵 圈 在 不 同 
龄 期 均 检 出 孢子 。 说 明 Mic- I WATENA ERM 
种 传染 能 力 ， 且 蛾 阐 胚 种 传染 率 达 100%。 

2.6 Mic- 微 孢子 虫 对 几 种 昆虫 的 感染 能 力 

ft s 种 供 试 昆虫 中 ，Mic- I OREL. EROGE ZU 
Bombyx mori. 4 £X DC A Prodenia litura». "| 9€ WR 
Plutella xylostella 均 有 经 口感 染 能 力 ， 感 染 率 分 别 
JJ 10096. 30.496. 40.096. MARENI Laphyg- 
ma. exigua 41 — FPR EER) Geometridae 昆虫 无 感染 能 
e 
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Mic- I WAT c fü T ELA. OU RAS AM 
极 丝 为 10~ 11 El; Nb 孢子 只 具 双 核 ， 极 丝 为 12 ~ 
13 圈 。 说 明了 二 种 孢子 的 超 微 结构 存在 着 明显 的 
差异 。 男 外 ， 二 种 孢子 的 表面 抗原 也 完全 不 同 。 综 
上 结果 表明 : Mic- I 40. Nb. 孢子 为 两 种 不 同 的 微 孢 
Tm. 

据 国 际 微 孢 子 忠 分 类 标准 ， 同 时 以 微粒 子 属 
Nosema KEP NUMERE Thelohania 发 育 模 式 生 长 发 
育 的 微 孢子 忠 应 为 变态 孢 忠 属 Vairimorpha。 Pilley 
(1965) 在 建立 Vairimorpha 时 ， 描 述 该 属 特征 为 二 
型 性 发 育 ， 在 常温 情况 下 只 是 出 现 二 分 裂 和 8 
母 细 胞 的 双核 孢子 生殖 :低温 条 件 下 ， 则 同时 发 生 
多 分 裂 、8 个 抱 母 细胞 的 单 核 孢 子 生 殖 和 二 分 裂 、 
双 孢 母 细胞 生殖 。 本 研究 观察 到 Mic- I MATER 
育 模型 ， 符 合 Pilley 建立 Vairimorpha 时 摘 述 该 属 在 
低温 时 的 发 育 特征 ， 故 应 归于 Vairimorpha。 全 于 
Pilley 所 摘 述 该 属 温度 依赖 性 问题 ， 由 只 有 在 低温 
下 才 同 时 出 现 包 括 Nosema 型 和 Thelohania 型 两 种 
孢子 生殖 类 型 ， 本 研究 结果 与 其 有 所 不同。 给 家 得 
接种 Mic- I ATE, E 25 包 条件 下 饲养 ， 就 出 现 
两 种 孢子 生殖 类 型 ， 这 与 日 本 报道 的 Vairimorpha 
微 孢 子 虫 NIS-M11 的 情况 相似 《Tomoyoshi et al.» 
1997)。 对 于 Vairimorpha 孢子 生殖 温度 依赖 性 问题 ， 
需 进 一 步 探讨 。 

Mic- 工 微 孢 子 忠 是 从 蒜 怒 目 昆 忠 桑 主 叶 甲 分 离 
出 来 的 ， 它 怕 来 的 宿主 与 鳞 考 目 昆 虫 家 得 处 于 不 同 
的 分 类 位 置 。 另 外 ， 各 目的 病原 微 孢 子 忠 也 处 于 不 
同 的 分 类 位 置 ，Mic- 了 I 为 Vairimorpha nk f& T È, 
Nb 为 Nosema 微 抑 子 虫 。 本 研究 结果 表明 : Mie I 
WATERERS EERE ND 还 强 ， 
同时 ， 对 斜纹 夜 蛾 、 小 菜 蛾 也 有 感染 能 力 ， 说 明了 
各 种 微 孢 子 虫 对 昆虫 病 穆 性 存在 着 相当 复杂 的 关 
系 ， 寄 主 范围 也 很 难 明确 ， 其 中 的 奥妙 有 竺 进一步 
研究 。 对 家 得 等 经 济 昆 虫 的 微粒 子 病 防疫 和 检疫 也 
要 增加 新 的 内 容 。 
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. RHPA 8. Mic- T WF (spores of Mic- I ) (1200x ) 

. ZERAT B JR. (spores of Nosema bombycis) (1 200 x ) 

. 抗 Nb IgG 致 敏 的 胶乳 粒子 与 Mic- I WT Jc EE R (no agglutination reaction between latex and Mic- I ) (1 200x ) 

. 抗 Nb IgG 致 敏 的 胶乳 粒子 与 Nb RRN (agglutination reaction between latex and Nb) (1 200x ) 

. Mic- I WHH F (binuclear spore of Mic- I ) (18 000 x ) 

. Mic- I 3& £& fL f-. (mononuclear spore of Mic- I (18 000 x ) 

AP: 前 部 极 膜 层 anterior polaroplast; PP: 后 部 极 膜 层 posterior polaroplast; N: 1X nucleus; PF: 极 丝 polar filament; PV: 后 极 泡 posterior vacuole 
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3 nop MIR To fEXC AE UE IPIS EIS SS life cycle of Mic- I in silkworm larvae (Giemsa 染色 stained with Giemsa; 标尺 bar: 10 pm) 

1-8. Nosema 型 发 育 周期 life cycle of Nosema type 1: 6 h TB X "P Es fci BB 58 B LOC] 8 RACE UP E) OL EC TRE PE binuclear sporoplasms in cytoplasm of 
postmidgut cell, 6h p.i. — 2: 24 h XX X PEMLUE UL Sr EET HERR OS RAE binuclear schizonts and dividing schizonts by binary division, 24 h p. i. 
3: 48 h 产 孢 体 开始 出 现 sporonts appeared . 48 h p.i. 4: 48 - 72 h ELS it TRIB 8L BR R A FJ 83 JR. f£ 5 76. sporoblasts of ST and ES, 48 ~ 72 h 
p. 5: 48~72h 短 极 丝 孢 子 发 芽 形成 的 一 次 感染 体 侵 人 相 邻 组 织 细胞 SIF formed by ST invading adjacent organism cells, 48 ~ 72h p.i. — 6: 
72 ~ 96 h AMH KEM schizonts multiple largely, 72 - 96 h p.i. 7: 72 ~ 96 h TRUE 25r LE I 2 TR IK BE H f^. sporonts divided into 2 
binuclear LT , 722-96 h p.i. 8: 120- 144 h XC BECA (P) IC BE 9€ RU f mature LT in cytoplasm of midgut cells. 120 ~ 144 h p.i. 

9-16. Thelohania A 2z f M SA life cycle of Thelohania tpe 9, 10: 24 h AP OH. I HRY bi- and tetranuclear schizonts large in size, 24 h 
pi. 11: 48- 72 h KM ACH FRUI. octonuclear schizonts large in size, 48 - 72h p.i. 12: 72- 96 h FARERI UE, 、 四 核 产 孢 体 bi- and 
tetranuclear with nucleus mulberry fruit-shape sporonts, 72 ~ 96 h p.i. 13. 14: 96 ~ 120 h VUE, A H Hj tetra- and octonuclear sporonts. 96 -~ 
120 h p.i. 15: 96 -~ 120h /A E TR Uk ^r NER 8. AA HA 8E BER. octonuclear sporonts divided into eight monoclear sporoblasts 96 ~ 120 h p.i. 

16: 120 ~ 144 hA TEHA f REREH) eight monoclear spores connected into group , 120 ~ 144 h p.i. 

SP: 抱 原 质 sporoplasm; SC: 裂 殖 体 schizont; ST: RIRH AF short polar tube type spore; ES: f f 9E KNEA empty spore; SIF: 二 次 感染 体 
second infection form; LT: 长 极 丝 孢子 long polar tube type spore; N: 宿主 细胞 核 nucleus; PM: EE IPLE plasmodium; SN: ALYE sporont; SB: 


TR E} 8 I. sporoblast 


